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Adenineによる大腸菌の増殖抑制機構

阻害部位及び作用因子を中心としたadenineの増殖抑制作用

金沢大学医学部第二生化学講座（主任：久野　滋教授）

　　　　　　細　　野　　隆　　次

　　　　　　（昭和47年10月9日受付）

本論文の一部は第43回並びに44回日本生化学会に於いて発表した．

　Adenineの静菌的な作用については，Aerobacter

aerogenesisを用いてはじ『めて報告された1）2）．この

作用は，　thiamineの　pyrimidine部分の合成が

adenine添加によって阻害されるためであるD～3）．

　Escherichia　coliに於いても，　adenine添加に

よらて増殖が抑制されることが報告きれている4）。然

し，E．　coliでは，　A．　aerogenesisや　Salmo直e－

11a　typhimuriumと異なって　thiamineを添加し

ても完全には回復しない．本研究はこのような

thiamine存在下でもひきおこされる　adenineに

よる増殖抑制機構を調べる目的で始められた。得られ

た結果は，orotic　acidから　pyri由idine　nucle・

otideに至る経路が阻害されていることを示す．この

結果は，Mouse　fibroblastで観察された事実と一
致する5）。

　　　　　　　　　材料及び方法

　大腸菌株

　実験は専ら大腸菌株　E．coli　w3110を用いて行

われた．　Thymineの取り込みは，　W3110－201

（thymine　auxotroph）IDを用いて行なった．

　培　地

　大腸菌はTGA7）培地で培養した．この培地は

casamino　acid（19／1），　thiamine（0．5mg／1），　t－

ryptophan（10mg／1）を含む．

　試　薬

　Adenine及びATP（興人）．ATPを除くnucleotide

1（Sigma）．　　（5一：IH）Uracil，（5一：1H）uridine　（The

Radio　Chemical　Centre）．（U・14C）Lysine，（2・目C）

adenine，（6・14C）　orotic　acid，　32P。phosphoric　acid

（第一化学薬品株式会社）．

　酸素消費測定

　酸素消費は　Warburgh検圧計・を用いて測定し

た．対数増殖期の菌を集め，　glycero1及び　casa・

mino　acidを除いたTGA培地（T培地）で2回洗っ

たのち同じT培地に浮遊し（2k10B　cells／mD，使

用直前まで氷冷状態で保存する．主室にこの菌浮遊液

（1．6m　1）を入れる．側室に0．05M　glucose

（0．2ml）及び　adenine（0．2ml），副室に2NKOH及

び濾紙をそれぞれ入れる．側室の溶液を圭室へ移した

後，37rCで酸素消費を測定じた．，

ら取り込み実験

　対数増殖期の菌に放射活性　thymine，　uracil，

1ysine，　uridineあるいは　orotic　acidを加える．

一定時間毎にこの培養液から0．2mlとり　Millipore

filterを用いて濾過する．約20mlの温水（約750C）

で洗潅，乾燥させ，　filterに残っている放射活性を

Liquid　scintillation　counter　（Nuclear　Chicago，

UniluxH）で測定した．

　Adenine分解産物の検出

　菌に14C－adenineを与えた後学地中に現われる放

射活性adenine，　inosine，　adenosine及び　hypo・

xanthineは東洋濾紙No　51を用い　paper　chroma・

tographyによって分離した・溶媒には蒸留水（pH
10）を使用した8）．

　EDTA処理

　Orotic　acidの取り込みは，次のようなEDTA処理

した菌を用いた．菌（4×108cells／ml）を2回等

量の0．1MTris（pH8．0）で洗ったのち，1／10容量

の同一緩衝液に浮遊させ，この菌液に終濃度1mMに

’　Mechanism　of　Inhibition　of　Bacterial　Growth　by　Adenine．　Eyuji　Hosono，　Dep－

　artment　of　Biochemistry（∬）（Director：Prof．　S．Kuno　School　of　Medicine，　Kanazawa
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なる様EDTAを加え37。Cで2分間静置する．これに10

倍量のTGA培地を加え，上に述べた取り込み実験に

用いた．

　14C・Adenine由来のNucleotide分析

　14C・Adenineの存在下で培養した菌を遠心で集め，

5％酢酸（00C）に浮遊し9）遠心する．得られた上澄

を，予め5％酢酸で平衡化した　Dowe×50　column

（0．7×2cm）にかけ，同じ溶媒で展開して1℃一adenine

と　nucleotideを分離する．　得られた　nucleotide

は　ammonia　水で中和，　　凍結乾燥によって濃縮

したのち二次元　　polyethyleneimine　thinlayer

chromatography（PEI－TLC）を用いて　nucleotide

を分離する1〔D，一次展開は　1M　Licl（10cm）及び

2．5M　Licl（8cm）の溶媒で行う．　Methanolで薄

層板を洗猴，乾燥させた後，　1M　ammonium

acetate・3．5％boric　acid（5cm）及び2．5M　amm・

onium　acetate－3．5％boric　acid（13cm）の　step・

wise溶媒系で二次展開を行う．

　32P・labelled　nucleoside　triphosphate分析

　　菌は予め約3世代間〔　2P〕一〇rthophosphate

（100mci／mmole）の存在下で培養する．この菌を同

じ比活性の32Pと共に各条件下で370C，10分間培養す

る，遠心によって集菌後5％酢酸で抽出，pyridine

で中和，凍結乾燥で濃縮した後　PEI・TLCを用いて

nucleotideを分離するll［）．一次展開は　1M　amm（＞

nium　acetate－1N　formic　acid（5cm），　2M

ammonium　acetate－2N　formic　acid（12cm）の

stepwise溶媒系で行なう．　Methanolで薄層板を

洗糠して塩類を除く．乾燥後　0．15M　ammonium

sulfate－3．5％　boric　acid（5cm），0．3M　ammon－

ium　sulfate・3．5％　boric　aicd（12cm）の　stepw・

ise溶媒系で二次展開を行う．目的とする以外の　32P

labeled物質の分離は　autoradiographyによって

確認した．

結 果

　Adenineによる増殖抑制

　一定濃度以上の　adenineを含む培地で大腸菌を

培養すると，明らかな増殖抑制が観察される（Fig．

1），図に示される如くこの抑制効果は永続的ではな

く，時間が経つと共に回復する．濁度の代りに

colony形成能で見ても同じ傾向である．この増殖抑

制はW3110株に限らず調べた全ての太腸菌で観察され

た．

　塩基及びnucleosideの増殖への影響

　塩基及びnucleosideでは，　adenineが最も強く

増殖を抑制する．　thymine及び　thymidineにも

弱い抑制効果が観察される．これらの抑制効果を

Fig．　1　Effect　of　adenエne　on　growth　of　E．

　　　COli．

　　　The　cells　were　cu正tured　in　TGA　medium

　　　at　370C　aerobically．　As　indicated　by　the

　　　arrow，　adenine（21nM）was　added　to　one

　　　culture（●）and　equal　vol．　of　water　to

　　　another　（○），
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β一galactosidaseの誘導的産生を指標として調べる

と，増殖と同様に　adenineによって最も強く抑制

されるが，adenosine及び　deoxyadenosineによ

る抑制も著明であり，増殖抑制と多少異なった挙動を

．示す（Table　1）．

Protein，　RNA及び　DNA合成に対するadenine

の影響

　　1mM　adenineを含む培地中では，1ysine，

uracil，　thymineの取り込みは30分後では，それぞ

れ62．5％，55％，58％に抑えられている．従って，

Fig，　2　Effect　of　adenine　on　oxygen　uptake

　　　　of　E．　coli．

　　　　The　uptake　studies　were　carried　out　in

　　　　a　atmospheric　pressure．　The　system　was

　　　　allowed　to　reach　at　37。C，　and　the　a・

　　　　denine　was　tipped　into　the　culture．：no

　　　　adenine　（○），2mM　adenine（●），8mM・

　　　　　adenine　（△）
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Table　l　Effect　of　bases，　nucleosides　and　deoxynucleosides　on　growth　and

　on　B・galactosidase　synthesis

　Growth：The　indicated　amount　of　sources　were　added　to　exponentially

　growing　culture．　The　effect　of　the　supplements　are　expressed　as　increase

　of　the　turbidity　at　first　60　min　after　the　addition．

　B－Galactosidase：島一Galactosidase　was　induced　with　5×1（戸M　IPTG　for

　30min．　Each　substance　was　added　with　IPTG。

Addit　iQn Rate　of　growth β一Galactosidase

（mM） （％） （mM） （％）

一 一
100 一 100

Adenine 4 27 1 20

Cytosine 4 100 1 102

Uracil 4 100 1 93

Thymine 4 67、 1 88

Adenosine 4 89 1 25

Cytidine 4 92 1 72

Uridine 4 88 1 89

一　　　　　　一Deoxyadenosine 4 87 1 42

Deoxycyt　idine 4 97 1 77

Deoxyuridine 4 88 1 100
、

Thymidine　一 4 73 1 91
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adenineによる増殖抑制は　Protein，　RNA，　DNA

の何れかが特異的に阻害されることによって生じたも

のではない．

　酸素消費に対するadenineめ効果

　Adenineを添加ずると，大腸菌のenergy産生が

どのような影響を受けるかについて，酸素消費の面か

ら検討した，あらかじめ培養した菌を　Warburgh

flaskに入れておく．零時間に　glucoseと共に

adenineを加え酸素消費を測定する．Fig，2に示さ

れる如く，高濃度の　adenineによっても大腸菌の

酸素消費は全く影響されない．従ってこの抑制は，呼

吸阻害によってもたらされるのではない．

　Adenineとnucleoside共存化での大腸菌の増殖
　　　　　　ノ
　前述の如く，nucleoside単独では大腸菌の増殖は

ほとんど抑制されない．ところが　adenineと

nucleosideが共存すると　adenine単独の場合とは

異なった効果があることが判明した．即ち　adenine

と共に，adenosineを加えると，　adenine単独の

場合より強い増殖抑制が生ずる（Fig．3a）．　Guan－

osineあるいは　inosineを共存させた場合も同じよ

うな効果がある．　adenineあるいは　inosineの

このような効果については既に報告されているD．こ

Fig．　3　Effect　of　adeni血e　on　cell　growth　in

　　　the　presence　of　uridine　or　adenosine．

　　　Cells　were　cultured　as　described　in　Fi－

　　　9．1，

　　　a）○・No　addition；△，　adenosine（0．1mM）：

　　　●，adeロine（21nM）；▲，　adenine（2mM）＋
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

　　　adenosine（0．1mM）

　　　b）○，No　addition　；△，　adenine（2mM）

　　　＋uridine（0，1mM）；●，　adenine（2mM）
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Fig． 4　Degradetion　of　adenine　（1）．

Cells　were　grown　with　：（a）　〔8」℃〕

adenine（0．5mM，0．65mCi／mmoles）or（b）

〔8」4C〕　adenine（0．5mM，0．65mCi／m－

moles）plus　inosine（0．lmM）．　The　radio・

activity　apPeared　in　medium　was　ass－

ayed　chromatographically．：○，　Adenine

；●，　hypoxanthihe　；△，　adenosine　；　▲，
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れに反して　adenineに　uridineを共存させると，

　adenineによる増殖抑制はほとんど打ち消される

（Fig．3b）．　Cytidineにも同じ効果が観察され

た．以上の如く，adenin6に　purine　nucleoside

が共存す．ると，　adenine単独の場合より強い増殖抑

制がおこり，逆に　pyrimidine　nucleosideが共存

すると　adenineによる増殖抑制効果は弱まる．

Adenineの分解
　Fig．4aは放射活性adenineの分解を経時的に調

べた結果である．　adehineは最終的には　hypox－

anthineに変わる．　Hypoxanthineは全く大腸菌

の増殖を抑制しないだけでなく部分的に　adenine

による増殖抑制を解除する．前述の如くadenine＋

inosineでは　adenine単独の場合より急速に分解

Fig．　5　Degradation　of　adenine　（2）．

　　　　Experimental　procedure　is　same　as　in

　　　　Fig．4　except　uridine　is　used　instead　of

　　　　inosine．　The　mark　shown　in　the　figure

　　　　is　same　as　Fig．4．
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Table　2　Purine　nucleotides　derived　from　adenine

Bacteria（1．3×108　cells／ml）were　grown　with　〔2」℃〕　adeni

ne（55μM，22mCi／mfnoles）or　l4C・adenine　plus　uridine（0．1m

M）for　10min．1℃一labelled　culture　samples　of　6　ml　were　co－

Hected　by　centrifugation，　extracted　and　chromatographed　as

　described　in　Experimental　Procedures．

Adenine Adenine十Uridine

AMP

fMP

hMP

22cpm
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される（Fig．4b）．このような急速な分解は

adenine＋uridineのような増殖抑制が解除されるよ’

うな条件下でも観察される　（Fig．5b）．従って

adenineの分解産物又は分解過程が増殖抑制の直接

の原因ではない．

　Adenine由来のpurine　nucleotide

　次にadenineからnucleotideへの転換について

考察した．Table　2に示される如く，aenine由来

の　nucleotideのうち大部分がATP及びADPとして

存在する．　adenine＋inosineの条件下でも　ATP

＋ADP’の　leve1は高くなる（dataは記述されて

いない）．これに対して，adenine＋uridineの条件

下では　ATP＋ADPの　levelは　adenine単独の

場合のほぼ半分に低下する．

　Pyrimidine　nucleotide合成に対するadenine

　の影響

　前述の如く，adenine＋uridineの条件下では増

殖抑制はほとんど認められない．また　uridineの

取り込みは　adenineによってほとんど抑えられな

い（Fig．6）．次に　orotic　acidの取り込みに対す

る　adenineの影響について調べた．　orotic　acid

は正常状態の大腸菌にはほとんど取り込まれない．そ

こで短い時間温和な条件でEDTA処理した大腸菌を用

いた．図に示される如く（Fig．7），orotic　acid

の取り込みは　adenineによって抑えられる．

adenine＋uridineのような大腸菌の増殖が抑えられ

ないような条件下でも，orotic　acidの取り込みは

依然として抑えられている．

　以上の結果より，　adenine添加によって　orotic

acidから　pyrimidine　nucleotideに至る経路が

阻害されていることは明らかである．　Uridineに

よって　adenineによる増殖抑制が回復するのは，

阻害されたpyrimidine　nucleotideの合成が　ur－

idineによって補われるからであろう．この可能性を

検討するため，次に菌体内のnucleoside　triphosp－

hate　levelが　adenine添加によってどのような

影響をうけるか調べた．

　Nucleoside　triphosphate　level

　Table　3は　adenineあるいは　adenine＋urid－

ineの条件下での　nucleoside　triphosphateの

leve1を測定した結果である．　aden三neを添加す

るとCTP及び　UTPの　1evelは　contro1のそれ

ぞれ1／4及び1／10に低下する．これに対し

adenine＋uridineの存在下では，　CTPも　UTP

も　controlの　1evelまで回復する．この結果は，

adenine添加によって　pyrimidine　nucleotide

の合成が阻害されるという，上の考えを支持する．一

方adenine添加によってATPのlevelは

Fig・　6　Effect　of　adenine　on　the　incorpora－

　　　tion　of　uridine．

　　　Aexponential　culture　（1．0　×　　108　ce11s一

　　　／m1）　were　suspended　in　medium　cont－

　　　aining　〔5－3H〕　uridine　（274mCi／mm－

　　oles，0ユm嫡「（○）or　containing　the　radio

　　active　uridine　and　adenine（2mM）（●）．

　　Sample　volumes　were　O．2ml．

70

60

50

40

30

20

《
ε
．
α
σ
）
ξ
ξ
・
8
ゆ
握
三
三
。
・
‘
…
詣
・
＜
ず
9 10

’

0

0
亭
’

β
’

。7
　ノ’

／
σ

’

’

、
ゐ
’O

げ
’

　
O
’

’

’

’

’

’

’

’

o

　
｝

／
ノ

20　　　　40　　　　60　　　　80　　　　100　　　120

　　　　Time（min．）



Adenineによる大腸菌の増殖抑制機構　　　　　　　　　　　　　95

contro1の2倍に増加するが，　adenine＋uridine

の条件下でも　ATPの　levelは依然として高い，

従ってATPの　Ievelが高いことそれ自身は大腸

菌に対し直接の毒性をもたらさない．　’

　　　　　　　　　　　考　　　　　察

Adenine添加によってひきおこされる静菌的作用

については，これまで　pyrimidine合成から分枝す

る　thiamlneの合成が阻害されるためであると考え

Fig．　7　1ncorporation　of　〔6－14C〕　orotic　acid

　　　　into　acid　insoluble　fractions．

　　　　EDTA　treated　cells（2　×　10呂cells／ml）

　　　　were　suspended　in　medium　eontaining

　　　　　〔6－14C〕　orotic　acid一（6．87mCi／mmoles，

　　　　0．5mM）in　the　presence　of：（1）no　ad－

　　　　dition　（＝control）；（2）adenine（2mM）；

　　　　（3）uridine（0．lmM）；（4）adenine（2mM）＋

　　　　uridine（0．1mM）．　Sample　volumes　were

　　　　O．2ml．
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Table　3　Levels　of　nucleoside　triphosphateミin　bacteria　with　adenine　or

adenine　plus　uridine

Cells　（1×10呂cells／m1），　prelabelled　with］2P－orthophosphate（100mCi／

mmoles），　were　cultured　with　the　same　specific　activity　of　32P　in　TGA

medium　containing　adenine（2mM）or　adenine（2mM）＋uridine（0．1mM）

NanQmoles　of NTP／OD　at　660　mμ／m1 of　culture

NTP
Contro1 Adenine Adenine十Uridine

ヤ

ATP O，824 1，961 2，020

GTP 0，256 0，202 0，275

CTP 0，513 0，121 0，472

UTP 0，201 0，018 0，170

dATP Q，090 O，152 0，134

dGTP 0，036 0，021 0，031

dCTP 0，059 0，044 0，107

TTP 0，047 0，021 0，107



96’ 細

られていだ）珊、上に得られた結果は，大腸菌では

thiamine合成以外に　pyrimidine　nucleotideの

合成が阻害されることを示している．Table　1に示

される如く，adenineはまた　β一galactosidaseの

誘導的合成を強く阻害する．一般に静菌的作用を持つ

物質は誘導的酵素合成を強く阻害することが知られて

いるが，塩基及び　nucleosideによる静菌的作用と

β・galactosidaseの誘導的合成の阻害との間には必ず

しも対応関係は認められない，・

　Adenineによる増殖抑制は，　adenine自身によ

るものであるとは考え難い．その理由として，（1）

adenineと共に　adenosineを加えた場合，増殖は

強く抑制されるにも拘らず，adenineは単独で加え

た場合より急速に分解される．（2）　adenine　phosp－

horibosyl　transferase（2．4．2．7）を欠く菌では

adenineによる増殖抑制が認められないm，等が上

げられる．　Adenineの大部分は最終的には
hypoxanthineに変わるが，　hypoxanthineには全

く増殖抑制効果がない．またこの分解過程で現われる

　adenosine，　inosineも効果がない．従って，　ade－

nine添加による±曽殖抑制は，　adenine又はその分

解産物によるものとは考え難い．1℃一Adenineを用い

た　nucleotide分析の結果は，かなりの　adenine

が　nucleotide特に　ATP及びADPとして蓄積

されることを示している．このような　nucleotide

levelの異常な上昇が増殖抑制の原因となっているの

かも知れない．　Mouse胚の　fibroblastの培養細

胞に高濃度のAMPや　ATPを与えると細胞が死
んだり異常形態を呈する12）．細菌ではまだこのような

報告はないが，上の結果はこの可能性を支持する．あ

るいは，adenine由来のnucleotideが直接の作

用因子として働らくのではなく，adenineが
nucleotideに変わる際　PRPPを消費するが，その

ため一時的に菌体内の　PRPP量が低下することが

原因となっているのかも知れない．事実　Ehrlich

腹水癌細胞を用いて培地中に　adenineを加えると

細胞内の　PRPP量が著しく減少す・ることが知られ

ているB）．　Adenineを添加すると　pyri盃idine

nucleoside　triphosphateの　levelは顕著に低下

する．このことから，　pyrimidine　nucleotideの

合成が阻害されていることは明らかである．

OrQtic　acidのとりこみが　adenineによって阻害

されることから，この阻害の場所は，Orotic　acid

から　UMPに至る経路であると推定される．従って

orotate　phosphoribosyltransferase　　（2．4．2．　1｛D

か　　orotidylic　acid　decarboxylase　（4．　11．　23）

野

の何れかの反応の阻害と考えられる．　Mouse
fibroblastに於ける　adenineによる蛋白合成阻害

は，本稿の　E．coliの場合と類似しているが，この

阻害は　OMPによって部分的に回復する5）．このこ

とから　orotate　phosphoribosyltransferaseの阻

害が最も可能性があろう．この阻害がどのような堅作

で行われているかについては現在推論の域を出ない

が，次の2っの機構が考えられよう．一つは

adenine添加によって生じた細胞内の　adenine

nucleotide特にATP又は　ADPの　poolの著
しい増加がorotate　phosporibosyltransferase活

性を阻害する場合で，rat　liverの本酵素は　in

vitroで或る濃度以上の　ATPにより阻害されるこ

とが知られている14）．第二はorotate　phosphorib（｝

syltransferaseの基質の一つである　PRPP．が上述

の様に　adenine存在下で著しく減少する為反応が

十分行われない場合である．事実　adeniheによる

増殖抑制が　uridineによってのみ回復されuracn

は全く無効であることはこの考えを支持する．　しか

しtryptophan又は　histidine等はその合成に

PRPPが関与するが，　adenine存在下で特にこれ等

の　amino　acidの要求性が現われることはない．

adenine　nucleotideによる酵素反応の阻害及び菌

体内の　PRPP量の変動については目下検討中であ
る．

　　　　　　　　要

　大腸菌の培養に際して，

ると増殖が抑制される

旨1

adenineを培地中に加え

この増殖抑制に伴って

DNA，　RNA及び蛋白の生合成は何れも阻害されるが

特異的選択的な阻害は認められない．呼吸阻害は全く

認められない．　Adenineと共に　uridineを加え

ると増殖抑制は解除される．これに対して　adenosi－

neを共存させると，更に著明な抑制が観察される．

この抑制作用を検討し，次のような結果が得られた．

　1，Adenineを添加すると　ATP及び　ADPの

　　　levelが高まる．逆に　pyrimidine　nucleos

　　　ide　triphosphateの　levelは低下する．

　2．Adenineと共に　uridineを加えると　pyri－

　　　midine　nucleotideの　levelは正常値に近

　　　づく．

　3．Pyrimidine　nucleotide生合成系，特にorot・

　　　ic　acidから　pyrimidine　nucleotideに至

　　　る反応が　adenine添加によって阻害される．

　4．Adenine添加によって，　uridineのとりこ

　　　みは阻害されない．
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　　以上の結果から，　adenine添加による増殖抑制は

adenineが　nucleotideに変わる・ことによって菌体

内の　pyrimidine　nucleotideの合成が低下するた

めと考えられる．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

1）The　growth　of　E．　coli　W3110　is　inhibited，by　an　addition　of　adenine　to　the　medium，

　　　Aithougb　the　synthesis　of　DNA，　RNA　and　prote加　is　also　coordinately　inhibited　by

　　　adenine，　neither　of　them　is　inhibited・1specifically．　　　　　　　　　　　　、　［

2）　The　growth　inhibition　due　to　adenine　is　overcome　by　uridine　and　becomes　more

　　　prominent　in　the　presence　of　adenosine，　inosine　or　guanosine．　　　、

3）　In　the　presence　of　adenine，　the　poo【size　of　ATP　is　e［evated，　w恥ereas　those　of　CTP、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　and　UTPF　are　markedly　reduced．

4）　Restoration　of　pyrimidine　nucleotide　pools　to　normaUevels　occurs　when込ridine　is

　　　added　together　with　adenine．

5）　The　incorporation　of　orotic　acid　into　nucleic　acid　is　inhibited，　whi1e　the　incorporation

　　　of　uridine　is　scarcely　inhibited　by　adenine．　　　　　　　　　一　・

6）　These　results　suggest　that　the　growth童nhibition　provoked　by　adenine　is　attributed　to　the

　　　inhibition　of　the　de　novo　synthesis　of　pyrimidine　nucleotide．


